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ARTICULO CORTO

Estrategias para disminuir la necrosis apical en la multiplicacion
y el enraizamiento in vitro del Pistacho

Strategies to reduce the apical necrosis in vitro multiplication
and rooting of Pistachio

Mariela Cid" *, Danilo Pina*, Iris Capote*, Maritza Escalona*, Marcos Daquinta*

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v18n2.61527

Resumen

El pistacho (Pistacia sp.) es uno de los frutales menos explotados, entre las principales causas esta el elevado costo del
material vegetal por las dificultades de propagacion de la especie. La propagacion in vitro ofrece un gran potencial para
la industria de esta especie por la multiplicacion a gran escala de clones seleccionados. El objetivo del presente trabajo
fue controlar la necrosis apical de los brotes en la propagacion in vitro del pistacho. A partir de brotes jévenes de plantas
de esta especie mantenidas en casas de cultivo, se procedié a su desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1% durante
diferentes tiempos. Las yemas apicales y axilares se establecieron en el medio de cultivo Murashige & Skoog (1962) mo-
dificado y enriquecido con 1 mg/L de Metatopolina. Se evaluaron diferentes tipos de frascos, nimero y tipo de explantes
y formulaciones de medios de cultivo durante dos subcultivos de multiplicacion y en el enraizamiento. El frasco de cristal
de 200 ml de capacidad, la linea prolifera y el medio de cultivo DKW lograron los valores mas bajo de necrosis apical. En
la fase de multiplicacion se presentaron valores bajo en todos los tratamientos ensayados sin diferencia estadisticas entre
ellos en comparacién con el enraizamiento donde la necrosis apical alcanzé valores superiores. El medio DKW v las lineas
proliferas lograron los menores valores. El medio de cultivo MS modificado, favorecié el nimero de segmentos enraizados
y el DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) el nimero de segmentos que brotaron, presentando este dltimo menor incidencia de
necrosis apical.

Palabras clave: forestales, medios de cultivo, nueces, propagacion in vitro.

Abstract

The pistachio (Pistacia sp.) is one of the least exploited fruit among the main causes is the high cost of plant material by the
difficulties of propagation of the species. The propagation in vitro offers great potential for the industry of this species by
multiplication scale of selected clones. The aim of this study was to control the apical necrosis of outbreaks in the in vitro
propagation Pistachio. From young shoots of plants of this species kept in growing houses, proceeded to disinfection with
sodium hypochlorite 1% for different times. The apical and axillary buds were established in the culture medium Murashige
and Skoog (1962) modified and supplemented with 1 mg/L Metatopolina. Different types of bottles, number and type of
explants and culture media formulations for two subcultures multiplication and rooting were evaluated. Glass flask of 200
ml capacity, and line proliferates DKW medium achieved the lowest values apical necrosis. In the multiplication phase
values were low in all treatments tested no statistical difference between them compared to rooting where apical necrosis
reached higher values. The average DKW and prolific lines obtained lower values. MS medium modified crop, favored the
number of segments rooted and DKW (Driver and Kuniyuki, 1984) the number of segments that sprouted, the latter having
lower incidence of apical necrosis.

Key words: forest, culture medium, nuts, in vitro propagation.
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Introduccién

El pistachero es uno de los frutales menos explotados,
entre las principales causas se puede citar: el largo pe-
riodo que se requiere para la entrada en produccién
(empieza a dar sus primeros frutos en el quinto afio de
su plantacion y no llega a la plena produccién hasta el
décimo afo, siendo el rendimiento medio por arbol
de 10 a 12 kilogramos) y el elevado costo del material
vegetal por las dificultades de propagacion de la es-
pecie (dificultad de propagacion por injerto de las va-
riedades de interés y la seleccién de un patrén clonal
propagado vegetativamente). Se encuentra entre los
frutos secos mas demandados a nivel mundial, siendo
Iran el mayor productor mundial de este frutal con mas
de 230 000 toneladas por ano.

Los avances en la propagacién de cuatro especies de
la familia anacardiaceae, donde se incluye Pistacia vera
son sefalados por Moyo & Van Staden (2013). Los
protocolos propuestos para la propagacion in vitro del
Pistacho presentan como principal deficiencia la ne-
crosis apical que afecta la calidad del brote para su
comercializacion, este desorden fisiologico es caracte-
ristico de las plantas lefiosas y el Pistacho ha sido una
especie muy recalcitrante ante este desorden fisiol6gi-
co (Arbeloa et al., 2013, Garcia et al., 2013 y Gonza-
lez-Padron et al., 2013) y consiste en la muerte de la
parte apical del brote con la siguiente muerte progresi-
va del mismo. La necrosis apical esta relacionada con
multiples factores dentro de ellos varios autores hacen
referencia al suministro nutricional en el medio de
cultivo y con las condiciones fisicas que garantizan la
translocacion de nutrientes desde la base hasta el api-
ce, principalmente del boro y el calcio. Recientemente
Akdemir et al. (2014), y Tilkat et al. (2014), sefalan que
este sintoma no se produce en los brotes obtenidos en
la inmersion temporal.

Entre las principales causas que favorecen la necrosis
apical en este cultivo, estd la composicion del medio
de cultivo y las condiciones que afecten la disponibi-
lidad de los nutrientes para ser absorbido por el ex-
plante (capacidad del frasco y el volumen de medio
de cultivo por explante). En este trabajo, se estudia el
efecto de tres formulaciones basales de medios de cul-
tivo DKW liofilizado (DUCHEFA), DKW preparado en el
laboratorio segtin Driver & Kuniyuki (1984) y el medio
de cultivo MS modificado por Daquinta, 2011.

Después de seleccionar las plantas segin las caracte-
risticas recomendadas, es decir, con bordes lisos en
las hojas. Se puede observar que todas las lineas no
respondian igual en cuanto a la respuesta fisiolégica.
Sobre esta base se seleccionaron dos tipos de lineas:
lineas proliferas, aquellas en que el coeficiente de mul-
tiplicacion era alto y lineas poco proliferas, donde ha-
bia poca proliferacion.

El objetivo propuesto en el presente trabajo es el de-
sarrollo de estrategias para disminuir la necrosis apical

en la multiplicacion y el enraizamiento in vitro del Pis-
tacho.

Materiales y Métodos

Efecto de tres tipos de frascos con diferente
capacidad y tres densidades de inoculo en la
multiplicacion y necrosis apical del Pistacho

Con el objetivo de evaluar el tipo de frasco de cultivo y
su espacio gaseoso, sobre los brotes de pistacho se de-
sarroll6 el presente experimento. Los tres tipos de fras-
cos utilizados en el estudio fueron, el NEYKER, frasco
de cristal de 200 ml de capacidad, las magentas plas-
ticas cuadradas de 350 ml de capacidad y los frascos
de cristal de 350 ml de capacidad y se evaluaron tres
densidades de inéculo (4, 7, 10 brotes por frascos).
Como explantes se tomaron segmentos nodales de 1
cm de longitud con dos nudos a partir de brotes con
cuatro subcultivos. El medio de cultivo utilizado es el
MS (1962) modificado, segin Daquinta (2011). A los
21 dias se evalué el nimero de brotes por explantes, el
coeficiente de multiplicacién y la necrosis apical.

Estudio de tres formulaciones basales de medios de
cultivo y dos tipos de explantes (LP-Lineas proliferas
y LPP- Lineas poco proliferas) en la multiplicacién y
la necrosis apical del Pistacho

Para estudiar la influencia de la composicion quimica
de los medios de cultivo sobre dos tipos de explantes
se realizo este experimento. Como explantes se toma-
ron segmentos nodales de 1 cm de longitud con dos
nudos a partir de brotes con siete subcultivos. Los bro-
tes se subcultivaron en medio de cultivo como se des-
cribe a continuacién, con sacarosa a 30 g.L-1, tiamina
1 mg.L-1, mioinositol 100 mg.L-1, metatopolina 1.07
mg.L-1 y AIB 0.2 mg.L-1, se tuvo en cuenta dos tipos
de explantes (lineas proliferas y lineas poco proliferas).
El volumen de medio de cultivo por explantes fue de
25 ml. Al realizar el subcultivo se evalué el nimero
de brotes emitidos por explantes, el coeficiente de
multiplicacion y el nimero de brotes necrosados. Esta
evaluacion se realizé en dos subcultivos para evaluar
el efecto residual de las formulaciones basales sobre
el explante.

+ Medio de Daquinta, 2011 (MS modificado, mitad
de la concentracién de los nitratos y haluros, el do-
ble de la concentracién de los sulfatos y se le agregd
nitrato de calcio a una concentracién de 1.2 g.L-1.

« Medio DKW preparado en el laboratorio segtn Dri-
ver & Kuniyuki (1984).

+ Medio DKW liofilizado (Duchefa).

Las condiciones de luz fueron bajo un fotoperiodo de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad, con una inten-
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sidad luminosa de aproximadamente 1000-3000 lux
(12.5-37.5 pmol.m-2.s-1). La temperatura de incuba-
cion fue de 25+ 2°C. A los 21 dias se evalu6 el nimero
de brotes por explantes, el coeficiente de multiplica-
cion y la necrosis apical.

Efecto de tres formulaciones basales de medios
de cultivo y dos tipos de lineas (proliferas

y poco proliferas) en el enraizamiento

y la necrosis apical del Pistacho

La influencia de la composicién quimica de tres me-
dios de cultivo sobre el enraizamiento se evalué en el
presente experimento. Se emplearon brotes de pista-
cho procedentes de la fase de multiplicacion, en me-
dio de cultivo semi-sélido, con siete subcultivos, con
una longitud entre 1.5-2.5 cm y 2-4 entrenudos, el me-
dio de cultivo en el cual se desarrollaban los explantes
al momento de montar el experimento era el medio de
cultivo MS modificado propuesto por Daquinta, 2011.

El tipo de medio de cultivo y las variables experimenta-
les se describen en el experimento de multiplicacion,
solo difiere el regulador de crecimiento que en el caso
del enraizamiento se utiliz6 el AIB a una concentra-
cion de 3 mg.L-1, los explantes se colocaron 5 dias a
la oscuridad y el resto del tiempo bajo el fotoperiodo
e intensidad luminosa descrita anteriormente. A los 30
dias se evalué, la longitud del brote (cm), el porcentaje
de plantas enraizadas (%) y el ndmero de raices por
planta y el porcentaje de plantas con necrosis apical.

Estudio de tres formulaciones basales de medios de
cultivo sobre la brotacion, enraizamiento y necrosis
apical de brotes emitidos a partir de segmentos
nodales del Pistacho

Para el montaje de este experimento se utilizaron seg-
mentos nodales de pistacho de 1 cm de longitud con
dos nudos y siete subcultivos, las condiciones para la
experimentacion son las mismas descrita para el pri-
mer experimento. En este caso se realizé la evaluacion
con el clon prolifero y la cantidad de inoculo utilizada
fue de siete explantes por frasco. Se utilizaron ocho
frascos por tratamiento.

A los 30, 45 y 60 dias se evalué el porcentaje de seg-
mentos brotados y enraizados y a los 60 dias el por-
centaje de necrosis apical de los segmentos brotados.

En el procesamiento estadistico de los datos se utili-
76 el SPSS (version 11.5 para windows, SPSS Inc.). Se
comprobé el ajuste a la distribucién normal de los
datos de cada tratamiento (Kolmogorov-Smirnov) y la
homogeneidad de las varianzas (Levene). Se realizé
el andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de rangos
multiples de Tukey para valores de p<0.05. En algunos
casos fue necesaria la transformacién de los datos para
lograr los supuestos de las pruebas paramétricas rea-

lizadas las cuales aparecen descritas en los pie de las
figuras y tablas.

Resultados y Discusién

Efecto de tres tipos de frascos con diferente
capacidad y tres densidades de inoculo en la
multiplicacion y necrosis apical del Pistacho

Los frascos de cristal de tapa de polipropileno tienen
una capacidad de 200 ml, las magentas son plasticas y
de forma cuadrada con una tapa de polipropileno que
garantiza un cierre hermético, su capacidad es de 350
ml y los frascos de cristal con tapa plastica de igual
capacidad que las magenta. Como se observa hay una
diferencia en la capacidad de los frascos y en la cali-
dad de la luz que reciben las plantas en el interior de
los recipientes de cultivo.

Como se puede observar en la tabla 1, el ndmero de
brotes por explantes y el coeficiente de multiplicacion
no se vieron afectados por los factores estudiados, no
mostrando diferencias estadisticas entre los tratamien-
to. Sin embargo, cuando se analiza el porcentaje de
necrosis apical se puede observar que se vio influen-
ciado por ambos factores. Independientemente de la
densidad de inoculo ensayada, el frasco de cristal de
200 ml de capacidad presenté menor necrosis apical
que los demas frascos estudiados, las magentas pre-
sentaron el mayor porcentaje de necrosis con diferen-
cias estadisticas con el frasco de 200 ml de capacidad,
con respecto al frasco de cristal de 350 ml de capa-
cidad, solo difirié6 cuando se empleé la densidad de
inoculo menor.

La necrosis apical aumenté a medida que se incre-
mento6 el nimero de explantes por frasco, en los tres
frascos estudiado, aspecto este que se justifica pues
el volumen de medio de cultivo por explantes se re-
duce, al igual que el volumen de aire por explantes lo
que provoca agotamiento de los nutrientes y aumento
de la toxicidad, respectivamente. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Garcia et al. (2012), cuan-
do compararon dos densidades de inoculo (5y 7)y
obtuvieron el menor nimero de explantes necrosado
con 5 explantes por frasco con diferencia con el con-
trol (7 explante). En general las condiciones 6ptimas
tanto de la forma como del tamano del frasco de culti-
vo son muy diferentes entre especies y varian también
al variar otros factores como el tipo de material del
recipiente, tipo de cierre o volumen del medio de cul-
tivo (George, 1993).

Gonzalez-Padron et al. (2013), han disminuido los
porcentajes de necrosis, aumentado la tasa de multi-
plicacion y la longitud de los brotes utilizando brotes
apicales (frente a secciones nodales); sales DKW (fren-
te a MS y OM), medio sélido (frente a liquido, doble
fase o alternado) y cultivo en frascos (frente a tubos).

Control de la Necrosis apical en el Pistacho
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Tabla 1. Efecto del tipo de frasco y la densidad de inoculo sobre el niimero de brotes, el coeficiente de multiplicacién y el
porcentaje de explantes necrosados en la multiplicacién de Pistacho.

T. Frasco D(e-nsjdad de N. brotes/ CM % necrosis
inoculo explantes
F. cristal, 200ml 1.4 1.8 od
Magenta, 350 ml 4 2.3 2.7 49?
F. cristal, 350 ml 1.8 2.9 29bc
F. cristal, 200ml 2.1 3.6 20c
Magenta, 350 ml 7 1.8 2.2 63?
F. cristal, 350 ml 1.5 2.8 44ab
F. cristal, 200ml 1.7 2.5 23bc
Magenta, 350 ml 10 1.8 2.0 53¢
F. cristal, 350 ml 2.1 3.0 47ab
Sig ns ns *

Cada tratamiento se evalué con 28 explantes, letras diferentes en una misma columna denota diferencia estadistica entre los trata-
mientosPara valores p<0,5 (ANOVA, Tukey). Las variables niimero de brotes y coeficiente de multiplicacién se transformaron segtin
*(

(x+0.5)"

Este ensayo permitié concluir que el frasco mas ade-
cuado para la multiplicacion del pistacho es el de cris-
tal con 200 ml de capacidad, por presentar menor
necrosis apical. En cuanto a la densidad de inoculo,
utilizando este frasco, 4 y 7 mostraron los valores mas
bajo en cuanto a necrosis apical. Como el objetivo de
este trabajo es reducir los porcentajes de necrosis para
la produccién comercial de este cultivo, la densidad
de inoculo seleccionada para continuar la experimen-
tacion fue la de 7 explantes por frascos pues los valo-
res de necrosis (20%) estan por debajo de los valores
normales referidos para esta especie (25%). En cuanto
a las demas variables estudiadas (ndmero de brotes
y coeficiente de multiplicacion) no existieron diferen-
cias. Al utilizar 4 explantes por frascos se esta desapro-
vechando medio de cultivo y espacio en el interior del
mismo.

Durante el cultivo de brotes, la apariciéon de necrosis
apical fue perjudicial para la obtencién de brotes ade-
cuados para enraizar. Entre los diferentes tratamientos
estudiados estuvieron los reguladores de crecimiento,
la composicion del medio de cultivo, el “bottom coo-
ling” y la densidad de explantes en el frasco. Todos
influyeron en la tasa de necrosis apical (Arbeloa et al.,
2013).

Sobre esta base los siguientes experimentos se realiza-
ran con el frasco de cristal con 200 ml de capacidad
y una densidad de inoculo de 7 explantes por frascos.

x)1/2, la variable porcentaje de necrosis se transformé segtin 2 arcosen (x/100)1/2,

Estudio de tres formulaciones basales de medios de
cultivo y dos tipos de explantes (LP-Lineas proliferas
y LPP- Lineas poco proliferas) en la multiplicacién y
la necrosis apical del Pistacho

Cuando se evalué el efecto de las tres formulaciones
basales en el primer subcultivo (tabla 2), se puede ob-
servar que el medio de cultivo MS modificado y el DKW
preparado favorecieron el nimero de brotes emitidos
y el coeficiente de multiplicacion existiendo diferencia
estadisticas con el medio DKW liofilizado (DUCHEFA).
En cuanto al tipo de explantes no existio influencia de
este factor sobre el nimero de brotes y el coeficiente
de multiplicacién, no existiendo diferencias estadisti-
cas entre ellos.

Los factores evaluados no tuvieron un efecto marcado
estadisticamente sobre la necrosis apical aunque se
debe destacar que las lineas poco proliferas mostraron
numéricamente valores mas elevados de necrosis que
las proliferas.

Una de las diferencias mas notables entre los diferen-
tes medios de cultivo empleados es la concentraciéon
de calcio, el medio de cultivo DKW triplica su con-
centracion respecto a MS. La deficiencia de calcio en
las plantas ha sido asociada con necrosis apical y un
pobre crecimiento de las raices en diversas especies
cultivadas in vitro, como el pistacho (Barghchi & Alder-
son, 1989y 1996) y otras plantas lefiosas (Singha et al.,
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Tabla 2. Respuesta de tres formulaciones basales de medio de cultivo y dos tipos de explantes (LP, lineas proliferas; LPP- lineas
poco proliferas) sobre las variables de calidad en el primer subcultivo en la multiplicacién del Pistacho.

Medio de cultivo Explante N. Brotes CM % necrosis
LPP 1.0a 1.8b 14.3
MS- Modificado
LP 1.4a 2.1ab 1
, LPP 1.3a 2.3 8.6
DKW (Driver &
Kuniyuki, 1984) Lp 0.9a 2ab 0
LPP 0.1b 1c 7.1
DKW-L Duchefa
LP 0.1b 1c 0
Sig * * Ns

Cada tratamiento se evalué con 35 explantes, letras diferentes en una misma columna denota diferencia estadistica entre los tratamientos para
valores p<0,5 (ANOVA, Tukey). Las variables nimero de brotes y coeficiente de multiplicacién se transformaron segtin (x+0.5)1/2 (x)1/2, la variable

porcentaje de necrosis se transformé seguin 2 arcosen (x/100)1/2.

1990; Piagnani et al., 1996; Bairu et al., 2009; Thakur &
Kanwar, 2011). La menor incidencia de la necrosis api-
cal observada en el tratamiento MS modificado podria
estar dada en que los incrementos de calcio anadido al
medio de cultivo MS, modificado por Daquinta, 2011,
igualan a los contenidos de calcio del medio de cultivo
DKW.

En Pistacia vera, la adiciéon de calcio al medio de culti-
vo produjo una reduccién en la incidencia de necrosis

cuando los brotes se multiplicaron en medio de cultivo
MS, sin afectar a la multiplicacion de brotes, y no asi la
adicion de boro (Abousalim & Mantell, 1994; Barghchi
& Alderson, 1996). Garcia et al., (2012) cuando anadio
gluconato de calcio al medio DKW no tuvo un efecto
sobre la necrosis lo que sugiere que el medio DKW
tiene una concentracion de calcio suficiente.

Cuando se observa el efecto continuado de estos tra-
tamientos (tabla 3), se puede destacar que el medio de

Tabla 3. Respuesta de tres formulaciones basales de medio de cultivo y dos tipos de explantes (LP, lineas proliferas; LPP- lineas
poco Proliferas) sobre las variables de calidad en el segundo subcultivo en la multiplicacién del Pistacho.

Medio de cultivo Explante N. Brotes CM % necrosis

LPP 1.3 2.1 bc 6.7

MS- modificado
LP 1.7 28a 2.9
) LPP 1.7 1.7 cd 2.9

DKW (Driver y

Kuniyuki, 1984) LP 1.0 22b 0.0
LPP 1.0 1.le 0.0

DKW-L Duchefa
LP 1.0 1.3 de 0.0
Sig ns * Ns

Cada tratamiento se evalué con 35 explantes, letras diferentes en una misma columna denota diferencia estadistica entre los tratamientos para
valores p<0,5 (ANOVA, Tukey). Las variables niimero de brotes y coeficiente de multiplicacién se transformaron segtin (x+0.5)"/2 (x)1/2, la variable

porcentaje de necrosis se transformé segun 2 arcosen (x/100)"2.

Control de la Necrosis apical en el Pistacho
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cultivo MS modificado alcanzé el mayor coeficiente
de multiplicacién con diferencias estadisticas con el
resto, el medio de cultivo DKW liofilizado mostré los
valores mas bajos.

En cuanto a la necrosis apical no existi6 diferencia en-
tre los tratamientos evaluados, hubo una tendencia a
la disminucién cuando se empled el medio de cultivo
DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) y el DKW liofilizado
(DUCHEFA). Garcia et al. (2010), comparando diferen-
tes medios de cultivo en la multiplicacion de Pistacia
vera determinaron que el medio DKW mostré brotes
con mayor calidad y menor necrosis apical con respec-
to al medio MS y al WP.

En la figura 1 se muestra los brotes en las tres formula-
ciones basales de medios de cultivo, como se puede
apreciar entre el medio MS modificado y el DKW (Dri-
ver & Kuniyuki, 1984) no existen diferencias cualitati-
vas. Sin embargo, al observar los brotes en el medio
DKW liofilizado se destaca el bajo ndmeros de brotes
emitidos y estos presentan un color clorético, ademds
son de menor tamafo, lo que hace que no puedan ser
divididos por segmentos nodales.

Como se senala con anterioridad, la modificacion rea-
lizada por Daquinta (2011) incrementa considerable-
mente los niveles de Ca del medio de cultivo MS, en
forma de nitrato de calcio (1.2 g.L""), a niveles casi tres
veces los contenidos en MS. Otras alteraciones rea-
lizadas al medio de cultivo originalmente propuesto,
son la mitad de los nitratos (por ser el medio de cultivo
MS muy rico en estos compuestos y pueden ser toxico
para determinadas plantas lefiosas) y los haluros (para
incrementar el calcio en forma de nitrato y no de clo-
ruro, que pudiera ser toxico para las plantas) y el doble
de los sulfatos. Faltando modificar los niveles de boro,
que es el otro elemento junto al calcio que influye no-
tablemente en la necrosis apical de esta planta, lo cual
es un elemento a tener en cuenta en futuros trabajos
a realizar.

Efecto de tres formulaciones basales de medios

de cultivo y dos tipos de lineas (proliferas y poco
proliferas) en el enraizamiento y la necrosis apical
del Pistacho

En la tabla 4 se muestra el efecto de tres formulacio-
nes basales de medio de cultivo y dos tipos de lineas
sobre los indicadores de calidad en el enraizamiento
del Pistacho, como se puede apreciar existié un efecto
mayor del tipo de explantes utilizado sobre todas las
variables evaluadas, donde la linea prolifera presenté
mejores resultado con diferencias estadisticas con res-
pecto a la linea poco prolifera. El valor més alto de
enraizamiento se logré en el tratamiento DKW-L (DU-
CHEFA) con un 60%, sin diferencia estadistica con el
resto de los medios ensayados cuando se combinaron
con las lineas proliferas.

La falta de enraizamiento o un ndmero escaso de rai-
ces por brote es frecuente en la propagacion de Pista-
cho. El enraizamiento mejoré tras largos periodos de
cultivo. Ademas, entre los diferentes factores ensaya-
dos, los reguladores de crecimiento, la composicién
del medio de cultivo y el pH mostraron mayor efecto
en el enraizamiento (Arbeloa et al., 2013).

Los reguladores del crecimiento en los medios de culti-
vo permiten direccionar la morfogénesis de los tejidos
y modificar las respuestas fisiol6gicas en condiciones
in vitro. Dentro de ellos, se encuentran las auxinas, cu-
yos efectos estan relacionados con la dominancia api-
cal y con la induccién de los procesos rizogénicos en
las plantas, y promueven el crecimiento por medio de
los mecanismos de elongacion celular (Sihna, 2004).

En la micropropagacion convencional de Gerbera se
evaluo el efecto de tres tipos de auxinas (AIA, AIB y
ANA) a diferentes concentraciones en la formacién in
vitro de raices. El AIB resulté ser la auxina de mayor in-
fluencia en el nimero y longitud de las raices (Rahman
etal., 2014),

En cuanto a la necrosis apical las lineas proliferas pre-
sentaron los menores valores en las tres formulaciones

/4

Figura 1. Explantes de Pistacho en fase de multiplicacién en las tres formulaciones basales. MS modificado, DKW (Driver & Ku-

niyuki, 1984) y DKW-L (DUCHEFA).
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Tabla 4. Efecto de tres formulaciones basales de medio de cultivo, 2 tipos de explantes sobre las variables de calidad a los 30 dias

de enraizado el Pistacho.

. . Long. Brote. Plantas , Necrosis
Medio d It Explant . N ta.
edio de cultivo xplante (cm) enraizadas (%) o raices/pta (%)
LPP 2.7b 2c 0.4 bc 80 a
MS- modificado
LP 3.45a 54 ab 0.7 ab 23 c
Kuniyuki (1984) LP 343 a 43 abc 0.6 bc 31¢
LPP 2.70b 34 bc 0.6 bc 46 b
DKW-L Duchefa
LP 3.30a 60 a 1.5a 20c
Slg * * * *

Cada tratamiento se evalué con 35 explantes, letras diferentes en una misma columna denota diferencia estadistica entre los tratamientos para
valores p<0,5 (ANOVA, Tukey). La variable nimero de raices se transformé segtin (x+0.5)"/2 (x)1/2, la variable de porcentajes se transformé segtin 2

arcosen (x/100)"/2. LPP-Lineas poco proliferas; LP- Lineas proliferas.

estudiadas, sin diferencias estadisticas entre estas, el
mayor valor lo manifesto el tratamiento del medio de
cultivo MS modificado y la linea poco prolifera con un
80% de necrosis.

Evaluacidn de tres formulaciones basales de medios
de cultivo sobre la brotacién, enraizamiento

y necrosis apical de brotes emitidos a partir

de segmentos nodales del Pistacho

En la tabla 5 se muestra el efecto de tres formulaciones
basales de medio de cultivo sobre la brotacién y en-
raizamiento de segmentos nodales de plantas de pista-
cho y la necrosis apical sobre el nimero de segmentos
brotados. En cuanto a la brotacion el medio de cultivo
DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) mostr6 los mejores re-
sultados con diferencias estadisticas con el resto de
los medios de cultivo empleados. En los primeros 30
dias el mayor nimero de segmentos estaban brotados,

en el resto del tiempo siguié la misma tendencia los
tres tipos de medios pero con incrementos muy bajos.
El medio DKW-L (DUCHEFA) present6 los valores mas
bajo de brotacion.

En cuanto al nimero de segmento enraizado el medio
MS modificado mostré a los 60 dias un 73% de brotes
enraizados, casi el doble de lo logrado en los restantes
medios de cultivos estudiados.

Cuando se analiza el nimero de segmento que logro
brotar y enraizar del nimero total de segmento (datos
no mostrado), el medio de cultivo MS modificado mos-
tréo un 32% de explantes que brotaron y enraizaron
seguido por el medio de cultivo DKW (Driver & Kuni-
yuki (1984) que obtuvo un 28.56% y el DKW-L de la
DUCHEFA alcanzé el valor mas bajo con 3.59%.

En cuanto a la necrosis apical el medio DKW (Driver
& Kuniyuki, 1984) mostré los valores mas bajo (26%)
del total de segmentos brotados con diferencias esta-

Tabla 5. Efecto de tres formulaciones basales de medios de cultivo sobre la brotacién, enraizamiento y necrosis apical de

segmentos nodales de Pistacho.

Segmentos brotados (%) Segmentos enraizados (%) .
. . Necrosis

Medio de cultivo (%)

30d 45d 60d 30d 45d 60d ’

MS- modificado 36b 39b 43b 61a 70a 73a 33a

DKW (Driver y Kuniyuki, 1984). 61a 61a 70a 25b 29b 38b 26b

DKW-L Duchefa 4c 4c 5c 25b 29b 34b 33a
Sig * * * * * * *

Cada tratamiento se evalué con 56 explantes, letras diferentes en una misma columna denota diferencia estadistica entre los tratamientos para

valores p<0,5 (ANOVA, Tukey). Las variables de porcentaje se transformaron segtin 2 arcosen (x/100)
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disticas con el MS modificado y el DKW-L (DUCHEFA),
que ambos obtuvieron un 33% de necrosis. Este me-
dio también obtuvo el menor porcentaje de brotes
necrosado, del ndmero de segmento totales que lo-
graron brotar y enraizar, sélo 1 para un 6.25%. (Datos
no mostrados).

La figura 2 muestra los segmentos de tallos en las tres
formulaciones de medio de cultivo, se puede apreciar
la brotacion de las yemas en el medio MS modificado,
Daquinta, 2011 y el DKW (Driver & Kuniyuki, 1984).
Sin embargo, en el DKW-L (DUCHEFA) la brotacion fue
muy escasa, casi nula, este comportamiento fue similar
durante todo el tiempo del experimento.

Conclusiones

Entre las estrategias para lograr reducir la necrosis api-
cal del pistacho estuvo la capacidad del frasco, la pro-
cedencia del explante y las formulaciones basales de
los medios de cultivo, donde el frasco de cristal de 200
ml de capacidad, la linea prolifera y el medio de cultivo
DKW lograron los valores mas bajo.

La necrosis apical en la fase de multiplicacion presen-
t6 valores bajo en todos los tratamientos ensayados,
sin diferencias estadisticas entre ellos en comparaciéon
con el enraizamiento, donde la necrosis apical alcanzé
valores superiores. El medio DKW y las lineas proliferas
lograron los menores valores.

No existe una sincronia entre el nimero de segmentos
que brotan y los que emiten raiz, el medio de culti-
vo MS modificado, favorecio el nimero de segmen-
tos enraizados y el DKW el ndmero de segmento que
brotaron, el primero, MS modificado, obtuvo la mayor
sincronia (32%) seguido por el DKW (28.56%), presen-
tando este menor incidencia de necrosis apical.
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